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@ Le produrt a base de keratines modifiees est 
une S-aminoAll^ikeratines de fomule generate : 
R - S - (CH2) n - NH2 
dans laquelle : 

— n est un nombre entier egale a 2 ou 3 

— R represente la keratine 
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Pour r6soudre de tels problemes, la d6shydrata- 
tion de la solution des S-aminoethylkeratines, est 
effectuee de manure suffisamment lente pour per- 
mettre un arrangement precis des molecules donnant 
lieu a la formation de liaisons non covalentes, telles 
que liaisons eiectrostatiques, liaisons hydrogene, liai- 
sons de Van Der Waals. De telles liaisons conferent 
a la membrane, une resistance a la traction suffisante, 
compte-tenu des applications envisagees. 

En outre, les microfibrilles de keratines sont 
conformees en helice alpha et dispos6es sous forme 
de filaments, ce qui a pour effet de donner a ia mem- 
brane une certiane 6lasticit£. 

L'arrangement moleculaire penmet d'obtenir une 
membrane a structure poreuse, dont la taille des 
pores est fonction de la densite des liaisons inter- 
moieculaires. Pour rend re les membranes insoiubles 
dans leur milieu cf origine et dans les liquides physio- 
logiques, les liaisons fbrmees lors de la deshydrata- 
tion de la solution des S-aminoethyik6ratines, sont 
suffisamment fortes et la densite suffisamment eie- 
vee. 

Ces liaisons sontmajoritatrementde nature elec- 
trostatiques et s'&abiissent entre les groupements 
carboxyliques presents a rorigine sur les microfibril- 
les de keratines natives sous forme de residus acide 
glutamique et acide aspartique notamment, et les 
groupements amine presents dans les keratines nati- 
ves sous forme de residus lysOe notamment et les 
groupements amine introduits par voie chimique sous 
forme de residus aminoethyie. 

L'ensemble des ph^nomenes qui apparaissent 
au moment de la deshydratation pro voquent ta forma- 
tion d'une structure tridimensionnelle de poids mole- 
culaire 6lev6 et qui est a I'origine du caractere 
insoluble precite. Les molecules utflis^es pour la pre- 
paration des membranes sont biodegradables, tandis 
que leur association ne necessite pas ia mise en oeu- 
vre d'un procede exteme de reticulation par voie chi- 
mique. II en r6sulte que les membranes en tant que 
telles, presentent le caractere de biodegradabflite. 

Les membranes de S-aminoethylk6ratines obte- 
nues peuvent presenter des dimensions variables en 
fonction de la taille des moules utilises lors du proces- 
sus de deshydratation et des epaisseurs variables 
suivant la quantite de solution mise en oeuvre et la 
concentration de ces solutions en S-aminoethylk6ra- 
tines. Ces epaisseurs peuvent varier de queiques 
micrometres (2-20) a 1 ou 2 millimetres. Par exemple, 
les membranes de 50 a 150 micrometres d'6paisseur 
sont obtenues classiquement par le procede de 
deshydratation a partir de solutions contenant entre 5 
et 1 5 grammes de S-aminoethyIk6ratines oar litre de 
solution. De telles membranes pr6sentent des epais- 
seurs suffisantes pour obtenir des caracteristiques 
mecaniques compatibles avec leur utilisation comme 
moyen de protection des plaies. 

Les membranes obtenues a I'etat sec sont rigides 



et transparentes et deviennent souples et elastiques 
tout en gardant leur transparence lorsqu'eiles sont 
rehydratees dans de I'eau pure ou dans des liquides 
physioiogiques. Sous forme humide, ces membranes 

5 sont impermeables a Peau liquide et permeable a ia 
vapeur d'eau. A titre d'exemple, dans des conditions 
definies par ('experience, une membrane de S-amt- 
noethylkeratines de 100 micrometres d'epaisseur 
presents une permeabUite a la vapeur d'eau a 37 ° C 

10 et dans une atmosphere a 40 % <fhumidit6 relative de 
40 mg/cm2 h. 

Sous forme humide, les membranes de keratines 
soumises a des tests de dialyse montrent une per- 
meabiiite aux molecules neutres qui est fonction de la 

15 masse moleculaire moyenne de ces dernieres. A titre 
d'exemple, le seuil de coupure de membranes de 150 
micrometres d'epaisseur est estimee 2000 D, lorsque 
les tests de permeabilite sont effectues a Paide de 
polyethyieneglycols. Un tel seuB de coupure est 

20 incompatible avec le passage des proteines et des 
agents infectieux a travers ces membranes. En revan- 
che, les molecules telles que sels, sucres, ackJes ami- 
nes, polysaccharides et peptides de faibles poids 
moieculaires, antibiotiques, par exemple, diffusent a 

25 travers les membranes. 

II convient maintenant d'analyser le procede de 
preparation du produtt a base de keratines, quelles 
que soient ses applications. Les principales etapes 
pour la preparation de la solution des S-aminoe- 

30 thylkeratines sont les survantes : 

- reduction des keratines, 

- extraction des keratines ainsi reduites, 

- alkylation de ces keratines reduites, 

- extraction et purification des S-amino-ethylke- 
35 ratines. 

Ces reactions successives sont realisees par 
exemple sur de la laine , des poils d'animaux, des che- 
veux humains... 

40 REDUCTION DES KERATINES 

Les keratines brutes sous forme de phan6res 
sont broyees et mises en suspension dans une solu- 
tion tamponnee ou non, maintenues a pH basique et 
45 contenant un agent reducteur doux. Le melange hete* 
rogene est maintenu sous agitation a temperature 
ambiante et a I'abri de I'air pendant 24 a 72 heures. 

Divers melanges tampons peuvent fitre utilises 
tels que, a titre d'exemple : tris/HCl, NH3/NH4+, acide 
so borique/borate, P04— 7 HP04". a condition que 
les tampons utilises permettent de maintenir le pH du 
milieu entre pH 9 et pH 11,5. 

Lorsqu'un melange tampon n'est pas utilise, le 
milieu peut etre maintenu entre ces valeurs par addl- 
55 tion de molecules basiques telles que par exemple, 
les hydroxydes aicalins ou aicalino-tereux, ou 
I'ammoniaque. 

En ce qui conceme les agents reducteurs, le mer- 
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captoethanol est utilise preferentiellement, mais 
d'autres molecules conviennent egalement telies que 
Pacide thioglycoiique ou la cysteine par exemple. 

EXTRACTION PES KERATINES 

Les keratines reduites sont recueillies en solution 
dans te liquide sumageant de centrifugation du milieu 
de reduction, le culot est eventuellement lave une fois 
par ta solution tampon et le liquide de lavage est 
ajoute au sumageant precedent 

Les keratines reduites sont preferentiellement 
precipitees a partir de la solution obtenue sous forme 
de microfibrilles a un pH compris entre 3,5 et 5, par 
addition d'un acide mineral concentre, te! que Pacide 
chlorhydrique 6N. 

Le precipite est recueilli par centrifugation, filtra- 
tion ou decantation et peut etre rin$e par une solution 
acide dont le pH est compris entre les valeurs preci- 
tees. 

ALKYLATION PES KERATINES REDUITES 

On remet le precipite en solution a temperature 
ambiante et a Pabri de I'air dans un milieu basique 
tamponne ou non contenant de Puree a une concen- 
tration comprise entre 3 et 6 M, de PEPTA a une 
concentration d'envlron 10* M et du mercaptoethanol 
a une concentration comprise entre 2.10- 2 et5.10- 2 M. 
Le pH du milieu est maintenu entre 9 et 1 1 ,5 pendant 
toute la duree de la dissolution par addition d'une 
base minerale concentree telle que Phydroxyde de 
sodium. 

On prepare une solution de bromoethyiamine a 
50 % en poids dans Puree a une concentration 
comprise entre 3 et 6 M que Ton amene a pH neutre 
a I'aide par exemple, d'une solution d'hydraxyde de 
sodium 5 M. La masse de chlorhydrate de bromoethy- 
lamine mise en solution est sensiblement egaie a la 
masse de phanere mise en jeu dans Petape de reduc- 
tion. 

On ajoute en une seule fois cette solution de bro- 
moethylamine a la solution de keratines reduites pre* 
cedente tout en maintenant le pH du miieu 
reactionnel entre 8 et 9, par addition (Tune solution 
concentree d'hydraxyde de sodium, par exemple. 
On ag'rte te milieu obtenu, a Pabri de Pair et a tempe- 
rature ambiante jusqu'a disparition totale des groupe- 
ments thiol iibres (test au nitroprusslate de sodium en 
milieu ammoniacal). 

EXTRACTION ET PURIFICATION PES 
S-AMINOETHYLKERATINES 

On precipite les S-aminoethylkeratines a partir du 
milieu reactionnel precedent par 2,5 a 5 volumes 
d'acetone. 

Apres decantation, le precipite est collects par 



toute technique de separation solide-liquide connue 
en soi, telle que centrifugation ou filtration par exem- 
ple. 

On dissout le precipite obtenu dans environ 20 a 
5 30 fois son volume cPune solution aqueuse d* acide 
acetique maintenue a pH 3 - 3,7. Les residus insolu- 
bles sont elimines par centrifugation ou filtration. 

On ajoute au milieu darffie obtenu, une solution 
concentree de chlorure de potassium en quantite suf- 
10 fisante pour obtenir une concentration finale en kCI 
d'environ 0,2 M puis on precipite les S-aminoethylke- 
ratines en augmentant le pH jusqu'a environ 9 - 1 0 par 
addition d'une solution d'hydraxyde acalin concen- 
tree. 

is On reprend le precipite obtenu dans environ 15 a 

20 fois son volume d'une solution d'acide acetique 

maintenue a pH compris entre 3 et 3,7. 

On peut renouveler Poperation de precipitation et 

redissoudre le culot de 2eme precipitation dans 15 a 
20 20 fois son volume d'une solution d'acide acetique 

maintenue a pH compris entre 3 et 3,7. 

On dialyse la solution obtenue centre de Peau dis- 

tillee a Paide de membranes dont le seuil de coupure 

estvoisin de 10 KD. 
25 On agit sur la solution dialysee pour elimlner les 

residus non dissous, ladite solution etant conservee 

a une temperature de Pordre de + 4° C. 

Les solutions de S-aminoethylkeratines peuvent 

etre concentrees en fonction des besoins par toute 
30 technique connue et en partculier par ultrafiltration sur 

membranes dont le seuil de coupure estvoisin de 10 

KP. 

Le procede te! que decrit dans ses principales 
etapes est applicable pour obtenir une solution de S- 
35 aminoethyikeratines a partir de laine, de poils d'ant- 
maux tels que lapin, rat, veau, pore... et de cheveux 
humains. 

On donne ci-apres un exemple de preparation 
d'une solution de S-aminoethylkeratines a partir de 
40 laine. 

REPUCTtON PES KERATINES 

- 100 g de laine sont mis en suspension dans 
45 sensiblement 1 ,8 1 d'une solution aqueuse de Tris 

0,01 M contenant 0,5 % de mercaptoethanol. Le 

pH est ajuste a 10,5 avec une solution 

d'hydraxyde de sodium 5 M. 

- Le milieu est broye pour obtenir une suspen- 
50 sion homogene, puis est place sous agitation a 

temperature ambiante a Pabri de Pair pendant 24 

a 72 heures. 

EXTRACTION PES KERATINES 

55 

-On centrifuge le milieu de reduction et on 
recueille le sumageant qui contient les keratines 
reduites. Le culot est lave par 2 a 3 fois son 
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volume de tampon Tris d 0,01 M & pH 10,5 et le 
liquide de lavage est m6lang6 au surnageant pr 6- 
c6dent 

- La solution obtenue est acid'rftee jusqu'a pH 4,5 
par addition d'acide chlorhydrique 6 N. Le preci- 
pe form* est recueilli par centrifugation. 

ALKYLATION PES KE RATINES REDUITES 

- On remet le preripite en solution dans 1,21 de 
tampon Tris 0,01 M, ur6e 5 M, EDTA 0,001 M 
contenant 2 ml de mercaptoethanol. 

-On ajuste le pH & 10,5 avec une solution 
d'hydroxyde de sodium 5 N. On maintient ledit pH 
£ cette valeur pendant toute ta dur6e de la disso- 
lution, 

- On prepare une solution contenant 100 g de 
chtorhydrate de bromoethyiamine dans 75 ml 
d'uree 5 M que Ton amfcne £ pH 7 £ I'aide d'une 
solution d'hydroxyde de sodium 5 N, 

- On ajoute cette solution £ la solution dek£rati- 
nes r6duites toute en maintenant le pH entre 8,0 
et 9,0 avec une solution d'hydroxyde de sodium 
5N. 

- On agite le milieu obtenu £ I'abri de Fair £ tem- 
perature amblante, en contriiant le pH dont la 
valeur doit rester comprise entre 8,5 et 9,0, 

- La reaction est termin6e lorsque la recherche 
des fonctions thiol par le test au nitroprussiate de 
sodium est negative. 

EXTRACTION ET PURIFICATION DES 
S-AMINOETHYLKERATINES 

- On pr6cipite les S-amino6thylk6ratines a partir 
de la solution obtenue dans I'etape precedents 
par 2,5 volumes d'acetone. Apr£s decantation, le 
pr6cipit6 est recueilli par centrifugation, 

- On redissout ie culot dans 3,5 1 d'eau distill6e 
tout en maintenant le pH a environ 3,5 par addi- 
tion d'acide antique pur, 

- On ajoute a la solution obtenue une solution 
satur&e de chlorure de potassium pour obtenir 
une concentration finale de 0,2 M puis on pr6ci- 
pite les S-amino6thylk6ratines a pH 9,0 par addi- 
tion d'une solution d'hydroxyde de sodium 
environ 5 N, 

- On recueHle le precipite forme par centrifuga- 
tion apr£s decantation, 

- on dissout le culot obtenu, dans 2,5 1 d'eau dis- 
ti06e, tout en mantenant le pH a environ 3,5 par 
addition d'acide acetique pur, 

- On renouvelle l'op6ratk>n de precipitation et on 
redissout le culot dans 2,5 1 d'une solution d'acide 
acetique maintenue a pH 3,5. 

Cette solution de S-amino6thylk6ratines est 
ensuite soumise £ un certain type de traitement, pour 
obtenir dHf6rents types de produits, compte-tenu des 



applications possibles. 

Comme indiqu6 en liminaire, si Ton soumet les 
solutions de S-amino6thyik6ratines a une operation 
de deshydratation, le produit obtenu se presente sous 

s forme d'un film ou d'une membrane homogene. A titre 
d'exemple indicatif, les membranes sont obtenues 
par deshydratation d'une solution contenant 5 a 15 
mg de S-amino6thylk6ratines par mi. 

La solution est prealablement filtree ou centrifu- 

10 g6e pour eiiminer d*6ventuels insoiubles et degazee. 
La deshydratation peut etre effectuee a des tempera- 
tures de rordre de 40 a 42° C. 

II est evident que la deshydratation peut etre 
effectuee a differentes temperatures en fonction du 

is produit desire. Par exemple, une deshydratation 
rapide peut etre obtenue a 60° C sans degradation 
notable du produit. La temperature ne doit cependant 
pas exceder 90° C si Ton veut obtenir des membranes 
homogenes. Au dela de cette temperature, des 

20 degradations apparaissent objectivees par la forma- 
tion de petits peptides. 

Les membranes obtenues peuvent etre neutrali- 
sees par trempage dans un tampon borate a un pH 
d'environ 9,0 - 9,5 puis rinc£es 6 I'eau distfllee. Ces 

25 membranes peuvent etre ensuite deshydratees dans 
de ralcool par exemple, ou sous courant d*air pour 
assurer leur conservation. 

A noter que les membranes peuvent etre cepen- 
dant conservees a retat humide dans de I'eau ou 

30 dans un melange alcool-eau. 

Les films ou membranes obtenus par la solution 
de S-amino6thylkeratines trouvent de nombreuses 
applications, notamment en medecine humaine ou 
veterinaire, parmi lesquelles on peut noter : 

35 - recouvrement des plates 

- support de culture cellulaire 

- transfert de greffes 

- etude de la toxidte et de la diffusion des mole- 
cules en dermatologie 

40 - support pour le greffage d'enzymes et de cellu- 
les. 

Lorsque Ton soumet les S-amino6thylk6ratines £ 
une operation de lyophflisation, on obtient un produit 
sous forme d'un feutre dont le diametre des pores est 

45 modulabie en fonction des conditions op6ratoires. 
Parmi les principaies applications, on peut citer la rea- 
lisation d'un reseau tridimensionnel comme support 
de cellules vlvantes. 

Lorsque I'on soumet les S-amino6thylk6ratines £ 

60 une operation de deshydratation, d'une part, et de 
broyage, d'autre part, on obtient un produit sous 
forme de poudres, de granulometrie variable. Ces 
poudres peuvent etre utilisees en tant que support de 
chromatographie, et trouvent egalement des applica- 

55 tions en cosmetique. 

Lorsque Ton soumet les S-amino6thylkeratines£ 
des techniques diphasiques dassiques, on obtient un 
produit sous forme de spherules po reuses. Ces sphe- 
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rules peuvent fitre utilis6es en tent que support cellu- 
laire et de chromatographic, ainsi qu'en support de 
greffage de cellules et d'enzymes. 

Lorsque Ton soumet les S-aminoethylkeratines a 
une operation de coagulation ou ou coagulation - 
extrusion et de sechage, on obtient un produit sous 
forme de fils ou de fibres. Ces fils et fibres peuvent 
constituer des flis de suture biodegradables ou des 
tissus biodegradables, telles que les gazes. 

A noter egalement que la solution S-aminoe- 
thylkeratines peut etre utilisee directement pour 
('impregnation de materiaux poreux et le recouvre- 
ment de materiaux poreux ou non, par exemple. 

Errfin. ces differentes formes de produits, peu- 
vent trouver des applications en cosmetologies telles 
que par exemple : 

- agents exfoiiiants (dans le cas de poudres et de 
spherules) 

- agents de surface (dans le cas de solutions et 
de poudres) 

- masques (dans le cas de solutions, de poudres 
et de films) 

- addrtifs capfllaires (dans le cas de solutions et 
de poudres). 



Revendications 

-1- Produit a base de keratines modifiees, carac- 
terise en ce qu'il s'agit d'une S-aminoAlkylkeratines 
de fomule generate : 

R-S-(CH2)n-NH2 

dans laquelle : 

- n est un nombre entier egale a 2 ou 3 

- R represente la k6 ratine 

-2- Produit selon la revendf cation 1, caracterise 
en ce qu'il est obtenu a partir d'une solution de S-ami- 
noethylkeratines de formule : 

R-S-CH2-CH2-NH2 
obtenues par reduction puis S-alkylation des kerati- 
nes reduites. 

-3- Proc6de de preparation du produit selon Tune 
quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en 
ceque: 

- on reduit les keratines 

- puis on extrait les keratines ainsi reduites 
-puis on opere I'alkyiation de ces keratines 
reduites 

- et enfm, on extrait et on purifie les S-aminoe- 
thylkeratines 

•4* Precede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que pour la reduction des keratines: 

- on broie les keratines brutes et on les met en 
suspension dans une solution contenant un 
agent reducteur. 

- on maintient le melange heterogene sous agi- 
tation a temperature ambiante et a Pabri de fair 
pendant une duree determines 



-5- Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que pour r extraction des keratines reduites : 

- on recueille lesdites keratines en solution dans 
le liquide sumageant, du milieu de reduction, le 

5 culot etant eventuellement lave par la solution 
contenant I'agent reducteur, le liquide de lavage 
etant ajoute au sumageant 

- on precipite les keratines 

- on recueille le precipite obtenu. 

10 -6- Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3 et 5, caracterise en ce que pour I'alkyiation 
des keratines reduites : 

- on remet le precipite en solution a temperature 
ambiante et a I'abri de I'air dans un milieu bast- 
is que. 

- on rajoute une quantite de reducteur 

- on maintient le pH du milieu entre 9,0 et 11,5 
pendant toute la duree de la dissolution 

- on prepare une solution de Bromoethylamine 
20 que Ton amene a pH neutre. 

- on ajoute en une seule fois, la solution de Bro- 
moethylamine a la solution de keratines reduites 
precedente tout en maintenant le pH entre 8,0 et 
9,0. 

25 - on agite le milieu obtenu a I'abri de Fair et a tem- 
perature ambiante. 

-7- Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3, 4, 5 et 6, caracterise en ce que pour 
('extraction et la purification des S-aminoethylkerati- 

30 nes : 

- on precipite lesdites S-aminoethylkeratines a 
partir de la solution 

- apres derantation, on recueille le precipite 

- on dissout ie precipite obtenu pour maintenir le 
35 pH a 3,0 -3,7 

- on elimine les residus insolubles 

- on ajoute une solution de chlorure de potatium 
notamment, pour obtenir une concentration finale 
en KCI d'environ 0,2M, puis on precipite les S- 

40 aminoethylkeratines en augmentant le ph jusqu'a 
sensibiement 9,0- 10. 

- on reprend le precipite obtenu dans environ 15 
a 20 fois son volume dans une solution malnte- 
nue a pH compris entre 3,0 et 3,7 

45 - on dialyse la solution obtenue contre de I'eau 
distillee 

- on agitsur la solution dialysee pour eiiminer les 
residus non dissous, ladite solution etant conser- 
ve a une temperature de I'ordre de + 4° C. 

so Procede selon Tune quelconque des revendi- 

cations 3 a 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-aminoethylkeratines a une operation de deshydra- 
tation pour obtenir un produit sous forme d'un film ou 
membrane homogene. 

55 -9- Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3 a 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-aminoethylkeratines a une operation de lyophilisa- 
tion pour obtenir un produit sous forme d'un feutre 
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dont le diametre des pores est modulable en fonction 
des conditions operatoires. 

-10- Procede selon Tune quelconque des reven- 
dications 3 a 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-amino6thylkeratines a une operation de deshydra- 
tation et de broyage pour obtenir un produit sous 
forme de poudres de granulomeres variables. 

-11- Procede selon Tune quelconque des reven- 
dications 3 a 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-aminoethytk6ratines a une operation de techniques 
diphasiques pour obtenir un produit sous forme de 
spherules poreuses. 

-12- Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 3 a 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-aminoethylkeratines a une operation de coagula- 15 
tion ou coagulation - extrusion et sechage pour obte- 
nir un produit sous forme de ffls ou de fibres. 

•13- Applications des S-aminoSthyikeratines 
sous forme de films ou membranes selon la revendi- 
cation 9 : 20 

- au recouvrement des piaies 

- a un support de culture eel lul aire 

- a un transfert de greffes 

- a I'etude de la toxicite et de la diffusion des 
molecules en dermatoiogie 25 

- a un support pour le greffage d'enzymes et de 
cellules. 

-14- Applications des S-amino6thy1keratines 
sous forme d'un feutre selon ia revendication 10 a un 
reseau tridimensionnel utilise comme support de eel- 30 
lules vivantes. 

•15- Applications des S-aminoettiylkeratines 
sous forme de poudres, selon la revendication 1 1 a un 
support de chromatographie et a des utilisations cos- 
m6tiques. 35 

•16 Applications des S-aminoethylkeratines sous 
forme de spherules selon la revendication 12 : 

- a un support de culture cellulaire etde chroma- 
tographie 

- a un support de greffage de cellules et d'enzy- 40 
mes 

-17- Applications des S-arninoethyikeratines 
sous forme de ffls ou fibres selon la revendication 13 
a des fils de suture biodegradables ou tissus btode- 
gradables. & 
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